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［摘要］　目的：通过对龟鹿二仙口服液的质量标准进行再研究，建立更简便易操作的定性、定量方法，提高产
品的质量标准。方法：采用薄层色谱法（ＴＬＣ）对龟鹿二仙口服液中龟甲、鹿角、党参、枸杞子进行定性鉴别；采用
高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）对甜菜碱进行含量测定，以丙基酰胺键合硅胶为填充剂，以乙腈水（８０∶２０）为流动相，用蒸
发光散射检测器检测，理论板数按甜菜碱峰计算应不低于４０００。结果：薄层鉴别均斑点清晰，阴性对照无干扰。
结论：建立的方法操作简便、专属性强、重复性好、结果准确，可作为龟鹿二仙口服液的质量控制标准。
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龟鹿二仙口服液由龟甲、鹿角、党参、枸杞子

４味中药材组成。具有温肾益精的功效，临床上主
要用于久病肾虚，腰酸膝软和遗精阳痿等。该产品

质量标准中缺少鉴别和含量测定方法，为更好地控

制产品质量，保证临床用药安全有效，对质量标准

开展再提升研究。分别对龟甲、鹿角、党参、枸杞

子四味中药材进行薄层色谱鉴别，对甜菜碱进行含

量测定，为产品的质量控制提供数据参考。

１　材料

１１仪器
Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００型高效液相色谱仪（Ｄｉｏｎｅｘ），Ｕｌｔｉ

Ｍａｔｅ３０００系列光电二极管阵列检测器，色谱柱为丙
基酰胺键合硅胶为填充剂（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ）；ＢＳ２２４Ｓ型电子天平（赛多利斯）；Ｃ９９６０Ａ
型超声清洗仪（ＣＢＬＰｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏｎＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；薄层
摄像仪（瑞士ＣＡＭＡＧ公司）；ＭｉｌｉＱｐｉｕｓ型超纯水制
备仪（密理博公司）；硅胶 Ｇ薄层板（青岛海洋化
工厂）。

１２试药

甘氨酸、甜菜碱、党参对照药材、枸杞子对照药

材（中国食品药品检定研究院，批号分别为：１１０７３５
２００１０２、 １１０８９４２００５０３、 １２１０５７２０１２０６、 １２１０７２
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２０１１０９）；各阴性对照样品均为自制；乙腈、甲醇均
为色谱纯；水为纯化水，其余试剂均为分析纯。

龟鹿二仙口服液产自东阿阿胶股份有限公司，

批号 分 别 为：２０１４０６０１、２０１４０６０２、２０１４０６０３、
２０１４０８０１、２０１５０１０１、２０１５０１０２、２０１５０１０３、２０１５０４０１、
２０１５０４０２、２０１５０４０３。

２　薄层色谱鉴别

２１甘氨酸鉴别
取本品１ｍＬ，置具塞试管中，加水２ｍＬ，盐酸

２ｍＬ，密塞，置１０５℃干燥箱中加热６ｈ，取出，加
水６ｍＬ摇匀，滤液蒸干，残渣加１０％乙醇１０ｍＬ使
溶解，作为供试品溶液；取缺龟甲、鹿角的阴性样

品同法制成阴性样品溶液。另取甘氨酸对照品，加

１０％乙醇溶解，制成质量浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，
作为对照品溶液。吸取供试品溶液及阴性对照溶液

各２μＬ、对照品溶液１μＬ，分别点于同一硅胶Ｇ薄
层板上，展开剂：苯酚０５％硼砂水溶液（４∶１），展
开，取出，晾干，置１０５℃干燥箱中加热１０ｍｉｎ，取
出，立即喷以２％茚三酮乙醇溶液，至斑点显色清晰。
供试品色谱中，在与对照品色谱相应的位置上，显相

同颜色的斑点。阴性对照色谱中无相应斑点，见图１。

注：１甘氨酸；２～４样品；５阴性样品。

图１　甘氨酸薄层色谱图

２２党参鉴别

取本品６０ｍＬ，加水饱和的正丁醇振摇提取３次
（４０、４０、３０ｍＬ），合并正丁醇提取液，用氨试液
洗涤２次，每次２０ｍＬ，弃去氨液，正丁醇液蒸干，
残渣加甲醇１ｍＬ使溶解，作为供试品溶液。取缺党

参的阴性样品同法制成阴性样品溶液。另取党参对

照药材 ４ｇ，分别加水 ３０ｍＬ煎煮两次，每次
３０ｍｉｎ，合并煎液，滤过，滤液同法制成党参对照
药材溶液。吸取上述３种溶液各２０μＬ，分别点于同
一硅胶 Ｇ薄层板上，展开剂：甲苯乙酸乙酯甲酸
（１５∶２∶２），展开，取出，晾干，喷以硫酸乙醇（１∶１），
置１０５℃干燥箱中加热约 ７ｍｉｎ，置紫外光灯
（３６５ｎｍ）下检视，供试品色谱中，在与对照药材色
谱相应的位置上，显相同颜色的荧光斑点。阴性对

照色谱中无相应斑点，见图２。

注：１党参对照药材；２～４样品；５阴性样品。

图２　党参薄层色谱图

２３枸杞子鉴别

取２２项下制备的供试品溶液。取缺枸杞子的
阴性样品和枸杞子对照药材２ｇ，同２２项方法制成
阴性样品和对照药材溶液。点样、展开、显色等操

作同２２项下方法。结果见图３。

注：１枸杞子对照药材；２～４样品；５阴性样品。

图３　枸杞子薄层色谱图

·５９４·
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３　含量测定

３１色谱条件与系统适用性试验
采用 ＨＩＬＩＣ（丙基酰胺键合硅胶）色谱柱

（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；以乙腈水（８０∶２０）为流
动相；柱温为３０℃；蒸发光散射检测器检测漂移管
温度为９８℃；体积流速为０８ｍＬ·ｍｉｎ－１。

３２甜菜碱对照品溶液

精密称取甜菜碱，加水溶解制成质量浓度为

０５ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，即得。

３３供试品溶液制备

精密吸取本品２０ｍＬ，置具塞锥形瓶中，精密加
入８０％甲醇４０ｍＬ，密塞，称定质量，超声处理（功
率：８００Ｗ，频率：４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，放冷，再称定质
量，用８０％甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，滤液
蒸干，残渣加水１０ｍＬ使溶解，先上预处理的阴离子
树脂柱（内径为１５ｃｍ，柱高为１５ｃｍ），用４０ｍＬ水
洗脱，收集洗脱液，后上预处理的阳离子树脂柱（内

径为１５ｃｍ，柱高为１５ｃｍ），用４０ｍＬ水洗脱至无
色，弃去洗脱液，再用１５％氨水溶液４０ｍＬ洗脱，收
集洗脱液，蒸干，残渣加适量水溶解，转移至１０ｍＬ
量瓶中，加水至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

３４阴性样品溶液制备
精密吸取缺枸杞子的阴性样品２０ｍＬ，同３３项

方法制成。

３５专属性试验
分别精密吸取上述３种溶液各５μＬ，按照３１项

下色谱条件进行测定。结果表明，阴性对照无干扰，

见图４。理论板数按甜菜碱峰计算应不低于４０００。

３６检测限及定量限

将甜菜碱对照品色谱峰测出的信号与空白样品

测出的信号进行比较，分别以信噪比为３∶１及１０∶１
时注入液相色谱仪的量确定检测限与定量限，检测

限为０６８ｎｇ，定量限为２４０ｎｇ。

３７线性关系考察

精密称取甜菜碱４１２ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，加
水溶液至刻度，摇匀。分别吸取２５、５、７５、１０、
１２５、１５μＬ，按照３１色谱条件依次进样，测定峰
面积。以对照品的浓度为横坐标，峰面积积分值为

纵坐标，得回归方程：Ｙ＝３０８２８Ｘ＋２３６５４，ｒ＝
０９９９９。甜菜碱在１０３～６１８μｇ呈良好线性关系。

注：Ａ对照品；Ｂ供试品；Ｃ阴性对照样品。

图４　甜菜碱ＨＰＬＣ图

３８精密度试验

取３２项下对照品溶液，重复进样６次，每次
１０μＬ，按照３１色谱条件测定峰面积，计算ＲＳＤ为
１４７％（ｎ＝６），结果表明仪器精密度良好。

３９稳定性试验

精密量取本品（批号：２０１４０８０１）２０ｍＬ，按照
３３项方法制备，分别于０、２、４、８、１２、２４ｈ进
样６次，每次进样５μＬ，测得峰面积，计算ＲＳＤ为
２３８％，结果表明，供试品溶液在 ２４ｈ内稳定性
良好。

３１０重复性试验

精密量取本品（批号：２０１４０８０１）６份，按照３３
项方法平行制备，按照３１项色谱条件，分别进样
５μＬ测定，甜菜碱平均含量为０２２６ｍｇ·ｍＬ－１，ＲＳＤ
为１０７％（ｎ＝６），结果表明重复性良好，方法可行。

·６９４·
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３１１加样回收率试验

精密量取质量浓度为０２２５５ｍｇ·ｍＬ－１的甜菜碱
样品（批号：２０１４０８０１）共６份，每份１０ｍＬ，分别精
密加入甜菜碱对照品溶液（质量浓度为０４８８ｍｇ·ｍＬ－１）
各６ｍＬ，再加水至２０ｍＬ，制备６份供试品溶液，
按照３１项色谱条件，分别进样５μＬ测定，计算回
收率及ＲＳＤ，结果见表１。

表１　加样回收率试验结果（ｎ＝６）

取样量／
ｍＬ

供试品量／
ｍｇ

加入量／
ｍｇ

测得量／
ｍｇ

回收率／
％

平均回收

率／％
ＲＳＤ／
％

１０ ２２５５ ２９２８ ５２０６ １００７９ １００２２ ２１

１０ ２２５５ ２９２８ ５１５２ ９８９４

１０ ２２５５ ２９２８ ５１２６ ９８０５

１０ ２２５５ ２９２８ ５２６４ １０２７７

１０ ２２５５ ２９２８ ５２５６ １０２４９

１０ ２２５５ ２９２８ ５１３２ ９８２６

３１２耐用性试验

取本品按照３１项下方法试验，因甜菜碱为水
溶性生物碱成分，很难在Ｃ１８柱上有所保留，并且无
特异的紫外吸收，故确定选用 ＨＩＬＩＣ色谱柱按照
３１项下的色谱条件对其进行测定，含量测定结果
无明显差别。

３１３样品测定

精密量取１０批龟鹿二仙口服液样品（批号分别
为：２０１４０６０１、２０１４０６０２、２０１４０６０３、２０１４０８０１、
２０１５０１０１、２０１５０１０２、２０１５０１０３、２０１５０４０１、２０１５０４０２、
２０１５０４０３），按照３３项下方法制备供试品溶液，按照
３１项色谱条件，分别进样５μＬ测定，结果见表２。

表２　样品测定结果（ｎ＝１０）
批号 平均含量／ｍｇ·ｍＬ－１ ＲＳＤ／％

２０１４０６０１ ０１８６ １８

２０１４０６０２ ０１７０ １７

２０１４０６０３ ０１９３ ２２

２０１４０８０１ ０２２６ ２１

２０１５０１０１ ０２６８ １５

２０１５０１０２ ０２１７ ２４

２０１５０１０３ ０１５２ ２２

２０１５０４０１ ０３９３ １５

２０１５０４０２ ０３７９ １７

２０１５０４０３ ０４０４ １９

４　讨论

龟鹿二仙口服液是由龟甲、鹿角、党参、枸杞

子４味中药材组成的中药复方制剂，本研究通过色
谱分离技术对处方中主要成分进行定性、定量分析。

进一步提升了龟鹿二仙口服液质控水平，由于处方

中成分复杂，分离困难、干扰多，通过上阴、阳离

子树脂柱进行洗脱，除去氨基酸、蛋白质、多糖等

成分，达到纯化供试品溶液的目的，使含量测定结

果准确可靠。

原标准中仅采用定氮法测总氮量，专属性不强、

产品质量标准较低。通过对处方成分分析，对产品

中枸杞子有效成分之一甜菜碱进行研究，建立了

ＨＰＬＣ含量测定方法。甜菜碱系甘氨酸的三甲基衍生
物，季胺型水溶性生物碱，基本结构为（ＣＨ３）３Ｎ

＋
ＣＨ２ＣＯＯ

－，分子式为Ｃ５Ｈｌ１Ｎ０２，分子质量为１１７１１，
无共轭结构。纯化方法曾采用０１ｍｏｌ·Ｌ－１异硫氰酸
苯酯（ＰＩＴＣ）乙腈溶液及１ｍｏｌ·Ｌ－１三乙胺的乙腈溶液
衍生后测定，发现衍生后未检测出理想甜菜碱成分

峰；样品采用单阳离子柱洗脱后，测得成分峰很多

且有重叠，甜菜碱成分分离度不理想。供试品选用

上阴、阳离子柱洗脱处理后，杂质成分较少，没有

出现干扰峰，且甜菜碱成分峰分离度较好。

本文对处方中全部药味均进行了薄层鉴别，在

甘氨酸鉴别中，最初采用正丁醇乙酸水（３∶１∶１）为
展开剂，但存在拖尾及背景干扰等缺点，经摸索，

以苯酚０５％硼砂水溶液（４∶１）为展开剂时，分离度
较好，展开效果理想，且在１０５℃加热１０ｍｉｎ再喷
显色剂比晾干后显色要好；在显色剂方面，２％茚三
酮乙醇溶液比０２％茚三酮乙醇溶液效果更明显。对
党参、枸杞子鉴别中，分别选择各自对照药材作对

照，在本实验选择确定的薄层色谱条件下，斑点清

晰，分离度好，阴性对照无干扰。

龟鹿二仙口服液选取甜菜碱作为控制制剂质量

的首选目标，根据 《中华人民共和国药典》２０１５年
版规定［１］，枸杞子药材按干燥品计算，含甜菜碱不

得少于０３０％，依据龟鹿二仙口服液处方，建议含
量测定限度为不得少于０１５ｍｇ·ｍＬ－１。
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征峰，９７批次样品中有４７批次未检出豆蔻的特征
峰；Ｃ企业生产的５批次样品均未检出荆芥穗和豆
蔻的特征峰；Ｄ企业生产的８批次样品均未检出荆
芥穗特征峰。显示部分企业存在不投或少投药材，

使用劣质药材投料的违规生产行为，或者是药材的

灭菌方式不合理，造成药材的挥发性成分的流失。

不同企业间样品各特征峰峰面积差异较大，企

业内样品各特征峰峰面积差异不大，表明不同企业

间投料药材质量差异较大，企业内批次间投料药材

质量较稳定。

本实验中供试品溶液制备方法考察了乙酸乙酯

超声提取、乙酸乙酯回流提取、挥发油提取器提取

等方法，发现回流提取样品溶液过于黏稠，超声提

取图谱峰整体性差，挥发油提取器提取挥发性成分

图谱整体性好，峰数目多且分离度好，故选取挥发

油提取器提取方法制备供试品溶液。

分别对女宝胶囊中肉桂、炮姜、白术、砂仁、

荆芥穗、豆蔻６味药材的挥发油提取液和相应的阴
性对照挥发油提取液及相应的对照品溶液进行气相

图谱测定，通过药材、阴性对照溶液和对照品溶液

的图谱，提取出相应的药材特征峰。

文中２４３项下给出的供试品溶液色谱图是按
照正常工艺自制小样分析得出的色谱图，具有可靠

性和代表性，是符合该品种特点的特征性色谱图。

通过建立女宝胶囊的特征图谱方法，可以达到

一测多评的目的，从整体上对多味药材的质量进行

综合控制，并为女宝胶囊的质量评价提供可靠的

依据。
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